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1 UVOD 
Beta-glukani (v nadaljevanju β-glukani) so sestavni del celične stene različnih žit, predvsem 
celic, ki tvorijo sub-alevronsko plast. Selekcija žit, ki je temeljila na velikem hektarskem 
donosu in veliki vsebnosti škroba in proteinov, je rezultirala v naboru kultivarjev, ki imajo 
relativno majhno vsebnost β-glukanov. V zadnjem času pa je mnogo raziskav pokazalo na 
pozitivne učinke β-glukanov na zdravje (Lazaridou in Biliaderis, 2007). Posledično je EFSA 
(angl. European Food Safety Authority) odobrila prehranski trditvi, da zadostno uživanje β-
glukanov iz ječmena in ovsa lahko zmanjša LDL holesterol in skupni holesterol v krvi ter 
prispeva k manjšemu porastu ravni glukoze v krvi po obroku (EFSA 2010, 2011a). Zaradi 
tega obstaja velik interes za gojenje žit s potencialno visoko vsebnostjo β-glukanov. V 
primerjavi z ostalimi žiti je bila dokazana vsebnost β-glukanov najvišja pri ječmenu in ovsu 
(Zheng in sod., 2011).  
Namen diplomskega dela je določiti vsebnost β-glukanov v zrnih različnih kultivarjev 
ječmena in pšenice. Pri tem želimo identificirati kultivarje z visoko vsebnostjo β-glukanov, ki 
jih bo možno uporabiti za pripravo specialnih mok tj. mok, ki imajo v primerjavi z ostalimi 
mokami, ki so trenutno na trgu, pomembno višjo vsebnost β-glukanov. Pred začetkom dela 
smo si zastavili sledeči delovni hipotezi: 
• Kultivarji ječmena bodo vsebovali več β-glukanov od kultivarjev pšenice. 
• Določeni kultivarji ječmena bodo imeli takšne vsebnosti β-glukanov, da jih bo možno 
uporabiti za pripravo specialnih mok. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 β-GLUKANI V ŽITIH 
β-glukani so polimeri, ki so do določene količine prisotni v vseh travnicah, poleg tega pa so 
bili izolirani tudi iz bakterij, kvasovk (Saccharomyces cerevisiae), plesni (Aspergillus in 
Agaricus), alg ter nekaterih užitnih gob. Čeprav veliko vrst žit naravno vsebuje β-glukane, so 
bile večje količine tega polisaharida izolirane le iz zrn ječmena, ovsa in prosa (Maheshwari in 
sod., 2017; Sikora in sod., 2013). 
β-glukani iz žit so homopolisaharidi iz D-glukopiranozilnih ostankov (enot), ki so sestavina 
škrobnega endosperma in alevronske plasti v celični steni zrn komercialno pomembnih žit, 
kot so oves, ječmen, rž in pšenica (Lazaridou in Biliaderis, 2007). Sikora in sod. (2013) so z 
mikroskopsko analizo semen različnih linij žit z visokimi in nizkimi vsebnostmi β-glukanov 
ugotovili, da se pri večini zrn β-glukani pretežno nahajajo v alevronski ali sub-alevronski 
plasti zrna, v nekaterih zrnih pa tudi v škrobnem endospermu. Na Slika 1 je prikazano o zrno 
ovsa posneto s fluorescenčnim mikroskopom. Svetlo modro označene regije prikazujejo 
mesta, kjer se je barvilo Calcofluor White R04 vezalo na β-glukane. 
 
  
Slika 1: Prikaz razporeditve β-glukanov, obarvanih z barvilom Calcofluor White R04 v zrnu ovsa;  (B) prečni 
prerez celega semena, (E) odsek (B) pod 10x večjo povečavo.(Sikora in sod., 2013) 
 
2.1.1 Struktura β-glukanov 
Strukturno so β-glukani v žitih linearni polimeri, sestavljeni iz β-D-glukopiranoznih enot, 
med seboj povezanih z β-(1-3) in β-(1-4) glikozidnimi vezmi (Slika 2). Posamezne skupke β-
D-glukopiranoznih enot med seboj ločujejo β-(1-3) vezi, med tem ko so znotraj enega skupka 
enot le-te povezane z β-(1-4) vezmi. Tako nastanejo po hidrolizi z encimom lichenazo tri- 
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Slika 2: Splošna struktura β-glukanov, ki se nahajajo v žitaricah; črtkane puščice prikazujejo hidrolitična mesta, 
na katerih encim lichenaza cepi polisaharidno verigo; G: β-D-glukopiranozil; DP3: 3-O-β-celobiozil-D-glukoza; 
DP4: 3-O-β-celotriozil-D-glukoza; DP≥5: celodekstrinu podobni oligosaharidi, ki vsebujejo več kot tri 
zaporedne 4-O-vezane glukozne ostanke (Lazaridou in Biliaderis, 2007). 
 
Molekule β-glukanov se med različnimi žiti razlikujejo po molekulski masi in porazdelitvi 
oligosaharidnih enot. Tako relativni delež DP3 v molekuli β-glukana pada od pšenice (67-
72 %) do ječmena (52-69 %) in do ovsa (53-61 %), obratno pa relativni delež DP4 enot 
narašča v nasprotni smeri. Tudi posamezne rastline iste vrste se lahko med seboj razlikujejo v 
razmerju med DP3 in DP4 enotama, kar pripisujemo tako genetskim, kot okoljskim 
dejavnikom (Rakszegi in sod., 2014). 
Na biološko funkcijo β-glukanov pomembno vplivata tudi njihova topnost in viskoznost, ki 
sta neposredno odvisni od molekulske mase in strukturnih lastnosti β-glukana (deleža DP3 in 
DP4 enot) (Maheshwari in sod., 2017). 
2.1.2 Reološke lastnosti 
β-glukani izolirani iz žit tvorijo zelo viskozne raztopine. Povečana viskoznost prebavne 
raztopine, zaradi raztopljenih β-glukanov, je tudi ključen dejavnik, ki vpliva na zdravju 
koristne učinke (Wood, 2004). Do določenega deleža (ne manj kot 0,3 %) se raztopine β-
glukanov obnašajo kot klasične (Newtonske) tekočine; pri večjem deležu β-glukanov pa na 
lastnost raztopine močno vplivajo medmolekulske interakcije med molekulami β-glukanov. 
Posledica interakcij med molekulami je močno povečana viskoznost v razmerah, ko tekočina 
miruje, oziroma nanjo ne delujemo s silo (npr. mešanje). Viskoznost tekočine v mirovanju se 
po preseženi kritični koncentraciji poveča za nekajkrat (Izydorczyk in Dexter, 2008). Pri 
intenzivnem mešanju, ko se vezi med molekulami prekinejo, pa se viskoznost zmanjša. 
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Takšne tekočine imenujemo ne-Newtonske, oziroma viskoelastične. Na lastnosti β-glukanov 
v vodnih raztopinah pa imata, poleg deleža, pomembno vlogo tudi molska masa in razmerje 
med DP3 in DP4 segmenti v molekulah (Johansson, 2006). 
Pri dodatno povišani koncentraciji β-glukanov leti v vodi tvorijo gele. Na viskoznost in tvorbo 
gelov ima največji vpliv molska masa. β-glukani z manjšo molsko maso hitreje tvorijo gele, 
toda geli molekul z večjo maso so čvrstejši in do utekočinjanja gelov pride šele pri višjih 
temperaturah (Ryu in sod., 2012). Molska masa β-glukanov, ki se izlužijo v raztopino je 
pogojena tako z vrsto žita in s posameznimi kultivarji kakor tudi z načinom ekstrakcije (Beer 
in sod., 1997). Med samo ekstrakcijo lahko pride do encimske in ali neencimske hidrolize 
polisaharidov, kar ima velik vpliv na reološke lastnosti. V posameznem izolatu, oziroma 
raztopini, se seveda nahajajo β-glukani z različnimi molskimi masami, zato je smiselno 
podajati le povprečne molske mase. Večina avtorjev navaja, da so povprečne molske mase v 
območju od 50 000 do 3 000 000 g/mol (Johansson, 2006). 
 
2.2 PREHRANSKA FUNKCIJA Β-GLUKANOV 
β-glukane uvrščamo med prehranske vlaknine, snovi, ki se ne morejo prebaviti s človekovimi 
prebavnimi encimi tako, da bi se njihove komponente vsrkale v zgornjem delu prebavnega 
trakta (Smolič, 2013). 
Prehranske vlaknine delimo na topne in netopne, fermentabilne in nefermentabilne ter 
viskozne in neviskozne. Netopne prehranske vlaknine se neprebavljene izločijo z blatom, na 
črevesno vsebino vplivajo tako, da povečujejo količino izločenega blata in skrajšajo njegov 
prehod skozi prebavni trakt. Topne vlaknine pa so snovi, ki se v debelem črevesu popolnoma 
ali delno fermentirajo, s črevesno vsebino tvorijo viskozno raztopino, katere struktura 
upočasnjuje absorpcijo glukoze, hkrati pa deluje kot adsorbent za holesterol in žolčne kisline 
(Smolič, 2013). Pomembno je, da prehrana posameznika vključuje ustrezno kombinacijo oz. 
razmerje med topnimi in netopnimi vlakninami. Netopna vlaknina namreč deluje kot osnova, 
ki omogoča strukturno stabilnost nanjo vezane topne vlaknine (Lustig, 2014). Vsebnost β-(1-
4)-glikozidnih vezi pomembno določa topnost β-glukanov. Več, kot ima molekula zaporednih 
β-(1-4) vezi, manj je topna. Razlike v kemijski zgradbi polimera vplivajo na dejstvo, da imajo 
lahko β-glukani biološko funkcijo tako topnih kot netopnih prehranskih vlaknin (Buliga in 
sod., 1986). 
Zaradi zgoraj naštetih razlogov, so oves, ovseni kosmiči, kruh in druga ovsena živila z visoko 
vsebnostjo β-glukanov prepoznana in uporabljena v človeški prehrani. So učinkovit 
prehranski dodatek brez neželenih učinkov, tudi pri uživanju v relativno velikih količinah 
(Maheshwari in sod., 2017).  
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2.2.1 Vpliv β-glukanov na nižanje LDL holesterola 
Leta 2010 je Evropska agencija za varno hrano – EFSA odobrila prehransko trditev, da redno 
uživanje β-glukanov iz ovsa v količini 3 g/dan, lahko aktivno znižuje koncentracijo LDL 
holesterola v krvi. Zniževanje koncentracije holesterola v krvi lahko zmanjšuje tveganje za 
nastanek koronarne srčne bolezni, kar pomeni, da uživanje β-glukanov potencialno zmanjšuje 
tveganje za nastanek srčno-žilnih bolezni. Enako prehransko trditev je EFSA v letu 2011 
odobrila tudi za redno uživanje β-glukanov iz ječmena (EFSA 2010, 2011a).  
Chen in Huang (2009) v svojem članku predstavita možne mehanizme delovanja β-glukanov 
na zniževanje holesterola v krvi. Glavni učinek na zniževanje holesterola β-glukani dosežejo z 
vezavo žolčnih kislin in prostega holesterola, s čimer preprečijo njihovo reabsorpcijo oz. 
povečajo njihovo izločanje iz organizma.  
2.2.2 Vpliv β-glukanov na raven glukoze v krvi  
Več raziskav je nedvomno pokazalo, da uživanje hrane, bogate z β-glukani, ugodno vpliva na 
stabilno raven glukoze v krvi in s tem posredno na zmanjšano verjetnost pojava sladkorne 
bolezni tipa 2. Ugotovili so, da se nivo glukoze in inzulina v krvi po obroku počasneje 
zvišuje, če so hrani dodani  β-glukani. Učinek je bil odvisen tudi od koncentracije (Granfeldt 
in sod., 2008), saj se je pri večji zaužiti količini β-glukanov, nivo glukoze in inzulina 
počasneje povečeval. Upočasnjena resorpcija glukoze je najverjetneje povezana s povečano 
viskoznostjo prebavne vsebine, ki upočasnjuje difuzijo molekul in posledično hitrost hidrolize 
polisaharidov na glukozo, kakor tudi samo resorpcijo glukoze v zgornjem delu prebavnega 
trakta (Regand in sod., 2009). Potekale so tudi študije, kjer so analizirali, kakšno naj bilo 
optimalno razmerje med škrobom in β-glukani, da bi se hitrost resorpcije glukoze ustrezno 
upočasnila (Regand in sod., 2011).  
Zadnje raziskave (Tessari in Lante, 2017) so pokazale, da uporaba kruha, obogatenega z β-
glukani (2,3 g/100 g), statistično značilno zmanjša raven glikiranega hemoglobina (Slika 3), 
ki predstavlja merilo za povprečno raven glukoze v krvi skozi daljša obdobja. V študijo, ki je 
potekala nekaj več kot 6 mesecev (toliko časa so pacienti uživali z β-glukani obogaten kruh, 
oziroma kruh, ki ni vseboval dodanih β-glukanov), so bili vključeni bolniki s sladkorno 
boleznijo tipa 2, ki so imeli najmanj 7 % glikiranega hemoglobina. Na osnovi rezultatov 
različnih raziskav je EFSA sprejela tudi prehransko trditev, da živilo, ki vsebuje vsaj 4 g β-
glukanov,  iz ovsa ali ječmena, na 30 g dostopnih ogljikovih hidratov prispeva k manjšemu 
porastu ravni glukoze v krvi po obroku (EFSA 2011b). 
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Slika 3: Vpliv uživanja funkcionalnega kruha z visoko vsebnostjo β-glukanov na delež glikiranega hemoglobina 
(Tessari in Lante, 2017). 
 
2.3 MOKE Z VELIKIM DELEŽEM β-GLUKANOV 
Fizikalne lastnosti vodnih raztopin β-glukanov imajo, poleg že prej omenjenega prehranskega, 
tudi tehnološki pomen. Potencial uporabe v živilih v funkciji hidrokoloidov, izvira predvsem 
iz reoloških lastnosti, kot je želirna kapaciteta in sposobnost povečanja viskoznosti vodnim 
raztopinam ter vezava vode. Zaradi tega se lahko β-glukani, oziroma surovine z visokim 
deležem β-glukanov, uporabijo kot zgoščevalno sredstvo za spremembo strukture in videza 
živil (Lazaridou in Biliaderis, 2007).  
 
2.4 SUHA IZOLACIJA β-GLUKANOV  
Ker se β-glukani nahajajo predvsem v zunanji plasti zrna (Sikora in sod., 2013), je z ustrezno 
mlevsko tehnologijo in uporabo različnih sit ter vpihavanja zraka možno pripraviti frakcije 
moke, ki so bogate z β-glukani (Sibakov in sod., 2012). Ločevanje temelji na različni gostoti 
in velikosti delcev. Shema suhe izolacije iz zrn ovsa je prikazana na Slika 4. Pred ločevanjem 
se lahko moko tudi razmasti s superkritičnim ogljikovim dioksidom. Ker je končni izkoristek 
in delež β-glukanov v posamezni frakciji pogojen v veliki meri tudi z deležem v izhodni 
surovini (zrnu), je potrebno z ustrezno selekcijo izbrati tiste kultivarje, ki imajo velik delež 
omenjene vlaknine. Za namene priprave slada v pivovarstvu je velika vsebnost β-glukanov 
nezaželjena, zato so v preteklosti selekcionirali kultivarje z majhnim deležem β-glukanov. Za 
namene priprave moke bogate z β-glukani pa je seveda smiselno poiskati tiste kultivarje, ki 
imajo največji delež. 
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Slika 4: Suha izolacija β-glukanov iz ovsene moke (Sibakov in sod., 2012). 
O velikem zanimanju za pripravo frakcij bogatih z β-glukani priča tudi več kot dvajset 
različnih ameriških ali evropskih patentov (Zhu in sod., 2016), ki so povezani z izolacijo, 
oziroma specifično aplikacijo za tehnološke, prehranske, medicinske ali kozmetične namene. 
V splošnem velja, da je s suho frakcionacijo možno pripraviti frakcije le do približno 30 % 
vsebnosti. Za bolj čiste izolate pa je potrebno raztapljanje, encimska hidroliza proteinov in 
škroba ter obarjanje β-glukanov v raztopinah z visoko ionsko jakostjo (amonijev sulfat) ali pa 
z organskimi topili. Takšna izolacija je seveda finančno in energetsko precej zahtevna, zato se 
kot dodatek živilom uporabljajo predvsem polizdelki pridobljeni s suho izolacijo. 
V  Sloveniji je v proizvodnjo in trženje produktov z velikim deležem β-glukanov vključeno 
tudi podjetje Valens Int. d.o.o. Pod blagovno znamko Valechol® tržijo izdelke iz ječmenove 
moke, kjer lahko izpostavijo zdravstveno trditev, da zaužitje 3 g β-glukanov znižuje vsebnost 
serumskega holesterola. Omenjeno podjetje je leta 2011 vložilo prošnjo za odobritev 
znanstvene trditve na EFSA, kjer je bila tudi potrjena. 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI 
V poskus smo vključili zrna različnih kultivarjev pšenice in ječmena, ječmenovo moko z 
nominalno vsebnostjo β-glukanov15%, kosmiče in rezance z dodanimi β-glukani in moko z 





Slika 5: Zrna ječmena brez luske (A), ječmenovi kosmiči (B), ječmenovi rezanci (C)  in ječmenova moka 
proizvajalca Valens d.o.o (D). 
Semena različnih kultivarjev ječmena, moko, kosmiče in rezance smo pridobili v sklopu 
projekta L4-7552: Optimizacija predelave ječmena in ajde za trajnostno pridobivanje živil z 
visoko uporabno vrednostjo (vodja prof. dr. Ivan Kreft). Kultivarje pšenice smo pridobili v 
okviru sodelovanja s Kmetijskim inštitutom Slovenije (dr. Lovro Sinkovič). 
 
3.2 LABORATORIJSKA OPREMA 
3.2.1 Aparature 
• Analitska tehnica (Mettler Toledo) 
• Kroglični homogenizer (MM 400, Retsch) 
• Centrifuga 1 (Eppendorf 541c) 
• Centrifuga 2 (Hettich Rotanta 460R) 
• Hladilnik (+ 4 °C) in zamrzovalnik (– 20 °C) 
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• pH meter (HI 221, Hanna Instruments) 
• Tehtnica (Exacta 2200 EB) 
• Termostatski blok (FALC Instruments) 
• UV-Vis Spektrofotometer (HP 8453 UV-VIS) 
• Vrtinčnik (Vibromix) 
3.2.2 Drobni inventar 
• Avtomatske pipete (Eppendorf: do100 µL, do 1 mL, do 5 mL) 
• Nastavki za pipete 
• Mikrocentrifugirke (1,5 mL in 2 mL iz polipropilena) 
• Centrifugirke (15 mL in 50 mL iz polipropilena) 
• Kivete (1,5 mL iz polistirena) 
• Kapalke 
• Spatula 
• Laboratorijska steklovina 
3.2.3 Kemikalije 
• 20 mM fosfatni pufer pH 6,5 
• 60 mM acetatni pufer pH 4 
• 50 % etanol 
• Suspenzija Lichenaze (Mixed-linkage β-glucan assay; Megazyme). Delovno raztopino 
pripravimo tako, da 1 volumski delež suspenzije raztopimo v 19 volumskih deležih 
20 mM  fosfatnega pufra pH 6,5. 
• Suspenzija β-glukozidaze (Mixed-linkage β-glucan assay; Megazyme). Delovno 
raztopino pripravimo tako, da 1 volumski delež suspenzije raztopimo v 19 volumskih 
deležih 60 mM  acetatnega pufra pH 4. 
• GOPOD reagent za določitev glukoze (Mixed-linkage β-glucan assay; Megazyme). 
Delavno raztopino pripravimo tako, da celotno količino liofiliziranega reagenta 
raztopimo v skupnem volumnu 1 L, ustrezno razredčenega s pufrom pH 7,4 po 
navodilih proizvajalca. 




3.3.1 Homogenizacija vzorcev 
Vzorce smo stehtali ter jih nato v parih homogenizirali v specialni napravi za 
homogeniziranje manjših vzorcev (MM 400, Retsch). S tresljaji – silo trenja in trkov v 
10 
Kuzman R. Določevanje beta-glukanov v vzorcih ječmena in pšenice. 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
kratkem času, dobimo homogeniziran vzorec v obliki prahu. V posamezni seriji smo uporabili 
dve brusilni posodi. V vsako smo dali ustrezno količino semen in tri kovinske kroglice s 
premerom 15 mm. Napravo smo nastavili na frekvenco 30 tresljajev na sekundo (30 s-1), 60 s. 
Potem smo vzorec v obliki prahu prenesli v centrifugirke/mikrocentrifugirke. Vzorce smo do 
analize shranili v hladilniku pri 4 °C. Od homogeniziranja posameznega vzorca do izvedbe 
analize je poteklo največ 48 ur. 
3.3.2 Princip določevanja β-glukanov v homogeniziranih vzorcih 
Vsebnost β-glukanov smo določili z uporabo kita (Megazyme), ki vključuje encime lichenazo 
in β-glukozidazo za hidrolizo glikozidnih vezi β-glukanov ter encim glukoza-oksidazo za 
določitev glukoze, sproščene s hidrolizo. 
Najprej smo β-glukane raztopili in s kuhanjem denaturirali encime, ki so prisotni v 
homogeniziranem ječmenu, saj bi le-ti lahko hidrolizirali glikozidne vezi v škrobu in tako 
povečali vsebnost glukoze. Sproščene β-glukane nato hidroliziramo z Lichenazo, ki cepi β-1,4 
glikozidne vezi med glukoznima enotama, ki so ob β-1,3 glikozidni vezi (Slika 2). Nastale 
oligosaharide nato z beta-glukozidazo hidroliziramo do glukoze. Zaradi razlik v optimalnih 
vrednostih pH za omenjena encima, je bilo potrebno pred dodatkom β-glukozidaze znižati 
vrednost pH iz 6,5 na 4. Po končani hidrolizi se β-glukani v celoti razgradijo na glukozo. 
Koncentracijo glukoze, ki je merilo za vsebnost β-glukanov, smo določili posredno preko 
vodikovega peroksida, ki se sprosti po encimski oksidaciji glukoze v D-glukonat z encimom 
glukoza oksidazo. Sproščen vodikov peroksid nato kvantiativno reagira s para-hidroksi 
benzojsko kislino in 4-amino-antipirinom. V tej reakciji nastane obarvan produkt, ki dobro 
absorbira pri 510 nm. Koncentracijo glukoze v raztopini smo določili iz umeritvene krivulje, 
ki smo jo pripravili iz raztopin znanih koncentracij glukoze pri enakih reakcijskih pogojih.  
Ker nekateri vzorci vsebujejo že nekaj proste glukoze, je bilo potrebno opraviti tudi kontrolni 
eksperiment, ki smo ga izvedli na enak način kot vzorec, le brez dodatka β-glukozidaze. 
Koncentracijo glukoze, ki je nastala kot rezultat hidrolize β-glukanov, določimo tako, da od 
absorbance vzorca odštejemo absorbanco kontrolne raztopine. Pri preračunu deleža β-
glukanov v osnovnem vzorcu je potrebno upoštevati tudi faktor 0,9, ki je posledica različnih 
molskih mas glukoze (180 g/mol) in glukoznega preostanka v β-glukanih (162 g/mol).  
3.3.3 Praktična izvedba določitve β-glukanov v homogeniziranih vzorcih 
V skladu z navodili proizvajalca smo pripravili delovne raztopine encimov in GOPOD 
reagenta. Homogenizirane vzorce smo zatehtali po 50,00 mg ± 10,00 mg v 15 ml  
centrifugirke. Nato smo dodali 100 µL 50 % etanola in 2 mL 20 mM fosfatnega pufra z 
vrednostjo pH 6,5 ter vse skupaj pomešali na vrtinčniku. Vzorce smo nato dve minuti kuhali v 
vreli vodi. Po ohladitvi smo dodali 100 µL encima Lichenaza, dobro premešali na vrtinčniku 
ter inkubirali pri optimalni temperaturi delovanja omenjenega (50 °C,  60 min). Med potekom 
hidrolize smo vsebino občasno premešali na vrtinčniku. Po končani hidrolizi smo dobili 
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krajše oligosaharide, večino v obliki tri- in tetrasaharidov. Nato smo dodali 8 mL 60 mM 
acetatnega pufra pH 4 in vse skupaj centrifugirali 5 min pri 4000 ×g. Alikvote po 50 µL smo 
odpipetirali v tri 1,5 mL mikrocentrifugirke. Pri vzorcih z veliko vsebnostjo β-glukanov, smo 
izjemoma odpipetirali po 30 µL (preostalih 20 µL smo nadomestili z miliQ vodo).  
V dve centrifugirki smo nato odpipetirali 30 µL beta-glukozidaze, v kontrolni vzorec pa 
30 µL pufra, v katerem je bila raztopljena beta-glukozidaza. Vzorce smo premešali na 
vrtinčniku in za nekaj sekund centrifugirali, da smo dobili usedlino. Sledila je inkubacija 20 
min pri 40 °C, da je potekla hidroliza oligosaharidov. Hidrolizatu smo dodali 900 µL GOPOD 
reagenta, premešali na vrtinčniku in ponovno inkubirali 20 min pri 40 °C. Nastali obarvan 
produkt smo določili z merjenjem absorbance pri 510 nm v 1,5 mL polistirenskih kivetah.  
Postopek, po katerem smo izvedli hidrolizo ni enak tistemu, ki je priložen v navodilih 
proizvajalca. V nalogi smo uporabili manjše volumne vseh reagentov, toda večje 
koncentracije encimov (lichenaze in beta-glukozidaze), kar je predstavljalo še dodatno 
zagotovilo, da smo uspešno cepili vse glikozidne vezi v β-glukanih. 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 UMERITVENA KRIVULJA ZA DOLOČITEV GLUKOZE 
Umeritveno krivuljo smo pripravili s standardno raztopino glukoze (1 mg/mL), ki je bila 
vključena v Mixed-linkage β-glucan assay kit proizvajalca Megazyme. Standardnim 
raztopinam smo dodali GOPOD reagent in jih inkubirali pri enakih pogojih kot vzorce. Na 
osnovi izmerjenih absorbanc pri znanih koncentracijah glukoze smo naredili umeritveno 
krivuljo (Slika 6) v območju koncentracije glukoze v testu od 0 do 31 mg/L.  
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Slika 6: Umeritvena krivulja za določitev glukoze 
Poleg umeritvene krivulje prikazane na Slika 6, smo pri vsaki seriji eksperimentov (8 
serij/dan) pripravili še dodatne umeritvene krivulje iz le dveh točk, da smo preverili, ali 
encimski sistem za določitev glukoze primerno deluje. Opazili smo manjša odstopanja pri 
posameznih meritvah, vendar nismo zaznali nobenega trenda (npr. zmanjšana absorbanca za 
enake koncentracije pri starejšem reagentu). Zaradi naštetega smo pri izračunu koncentracije 
glukoze v vzorcih uporabili smerni koeficient, ki je povprečje vseh meritev: le-ta znaša 
0,0347 ± 0,002  mg/L, pri čemer je bila maksimalen naklon 0,0377  mg/L in minimalen 
0,0332 L/mg.  
 
4.2 OPTIMIZACIJA VZORČENJA  
Večino vzorcev so predstavljala semena različnih kultivarjev pšenice in ječmena. Vzorce 
pšenice in ječmena smo pridobili v zadostni količini (več kot 10 g), z izjemo enega vzorca, 
kjer smo imeli le nekaj zrn (masa enega zrna je  60 mg). V okviru predeksperimenta smo 
preverili, ali sta samo dve zrni dovolj za oceno vsebnosti β-glukanov. To smo preverili tako, 
da smo pri določenem vzorcu, kjer smo imeli dovolj zrn, analizirali vsebnost β-glukanov (v 
primeru zatehte dveh zrn kakor tudi v primeru zatehte 1,5 g zrn). Za vsako zatehto smo 
izvedli dve ponovitvi homogenizacije in analize vzorca dveh zrn in ga primerjali z analizo 
dveh ponovitev vzorca s skupno maso zrn 1,5 g. Kot prikazuje Preglednica 1 se izmerjene 
vrednosti med seboj niso bistveno razlikovale. S tem smo pokazali, da tudi pri manjšem 
številu zrn lahko dobro ocenimo vsebnost β-glukanov, medtem ko je zatehta 1,5 g popolnoma 
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Preglednica 1: Vpliv količine homogeniziranih zrn določenega kultivarja ječmena na določeno  
vsebnost β-glukanov 
Količina vzorca za homogenizacijo Zatehta homogeniziranega vzorca [mg] β-glukani [%] 
dve zrni Analiza 1: 51,84 5,5 
dve zrni Analiza 2: 58,49 4,8 
1,5 g Analiza 1: 57,87 5,3 
1,5 g Analiza 2: 57,85 5,3 
 
4.3 ANALIZA VZORCEV PŠENICE 
Na osnovi izmerjenih absorbanc vzorcev in točnih zateht smo izračunali maso β-glukanov v 
posameznih vzorcih in jih izrazili z odstotki. Vzorce  smo razvrstili po naraščajoči vsebnosti 
(Slika 7). Nad posameznimi stolpci v grafikonu je prikazana relativna napaka dveh paralelk. 
 
Slika 7: Vsebnost β-glukanov v vzorcih pšenice 
Slika 7 prikazuje po vsebnosti β-glukanov razvrščene posamezne vzorce zrn pšenice (P1 – 
P30). Vsebnost β-glukanov variira med 0,56 in 0,97 %. Najnižjo vsebnost β-glukanov sta 
imela vzorca P25 (kultivar Bc MANDICA) in P28 (kultivar ANGELUS), najvišjo vsebnost pa 
smo izmerili v vzorcu P20 (kultivar SOFRU). Kmetijski inštitut Slovenije je za vsak kultivar 
pšenice podal tudi izmerjeno vrednost vlage zrn, ki je v povprečju znašala ≈ 10 %. Podatek o 
vsebnosti vlage v zrnih pšenice je pomemben, ker vlaga prispeva k celokupni masi zrna, kar 
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Rakszegi in sod. (2014) navajajo, da je povprečna vsebnost β-glukanov v zrnih pšenice med 
0,5 in 0,95 %, kar sovpada z našimi izmerjenimi vrednostmi. V raziskavi analizirali zrna z 
lusko, kar potrjuje, da so naši rezultati primerljivi z njihovimi.  
Tudi Marcotuli in sod. (2016) navajajo, da so v različnih kultivarjih pšenice določili vsebnost  
β-glukanov, ki je manjša od 1 % (0,18 %-0,89 %). Na osnovi analize genoma posameznih 
kultivarjev so identificirali nekaj encimov, ki bi lahko vplivali na delež β-glukanov v zrnih. 
Na vsebnost β-glukanov v rastlinah imajo pomemben vpliv tako okoljski, kot genetski 
faktorji, pri čemer je vpliv slednjih bistveno pomembnejši (Rakszegi in sod., 2014). Ta 
ugotovitev vodi do sklepa, da lahko z načrtnim gojenjem kultivarjev z višjimi vsebnostmi β-
glukanov povišamo vsebnost teh prehranskih vlaknin v končnih izdelkih. Pšenica vsebuje 
relativno malo β-glukanov, zato je relevantno vprašanje, ali je pšenica primerno žito za 
selektivno gojenje, s katerim bi dosegli visoko vsebnost β-glukanov. Na podlagi dobljenih 
rezultatov v nalogi ugotavljamo, da je ta vsebnost bistveno nižja v primerjavi z ječmenom in, 
kot zasledimo v literaturi, tudi z ovsom, kar potrjujejo Sikora in sod. (2013) ter Zheng in sod. 
(2011). Menimo, da pšenica zaradi nizke vsebnosti β-glukanov ni primerna za pripravo 
specialne moke. Zavedati pa se je potrebno, da je pšenica žito, ki ga količinsko največ 
zaužijemo. Pri pšenici ne dosegamo vrednosti, s katerimi bi na končne izdelke imeli 
dovoljenje dati prehransko trditev za β-glukane.  Zagotovo ni primerna surovina za pripravo 
izolatov bogatih z β-glukani. Nedvomno pa se z zviševanjem deleža β-glukanov povečuje tudi 
prehranska vrednost samega žita in njihovih izdelkov ter tudi tehnološke lastnosti (npr. 
vezava vode), zato je smiselno iskati kultivarje, ki imajo večji delež β-glukanov. 
 
4.4 ANALIZA VZORCEV JEČMENA 
4.4.1 Ječmen z lusko 
Nadalje smo analizirali zrna ječmena s prisotno lusko,  vsebnost β-glukanov prikazuje Slika 8.  
Sama luska sicer ne vsebuje β-glukanov, predstavlja pa del teže zrna. Zaradi tega smo pri 
štirih vzorcih (K12-K15) lusko posebej odstranili iz zrna in izračunali, kolikšen utežni 
odstotek zrna predstavlja. Rezultate prikazuje Preglednica 2. Vrednosti so le približne in se 
niso upoštevale v nadaljnji analizi, pomembno pa je, da se zavedamo, kolikšen utežni 
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Preglednica 2: Utežni odstotek luske semen ječmena 
Vzorec Seme z lusko [g] Seme brez luske [g] Luska [g] Utežni odstotek [%] 
K12 0,0527 0,0465 0,0062 11,8 
K13 0,0385 0,0342 0,0043 11,2 
K14 0,0364 0,0325 0,0039 10,7 
K15 0,0506 0,0448 0,0058 11,5 
 
 
Slika 8: Vsebnost β-glukanov v vzorcih ječmena (zrna z lusko). 
Pri analiziranih vzorcih ječmena z lusko vsebnosti β-glukanov variirajo med 1,6 in 5,2 %. 
Manj kot 2,00 % vsebnost β-glukanov dosegata vzorca K17 in K16. Edini vzorec, katerega 
vsebnost β-glukanov presega 5,0 % je K37. V primerjavi s Sliko 7 so povprečne vsebnosti β-
glukanov v zrnih ječmena z lusko veliko višje, kot v zrnih pšenice z lusko. Primerljive 
vsebnosti so določili tudi Krstanović in sod. (2016) za nekatere hrvaške kultivarje. V večini so 
določili manj kot 4 % β-glukanov. S statistično analizo so tudi pokazali, da imajo kultivarji, 
namenjeni uporabi v pivovarstvu, manjši delež  β-glukanov kot tisti, ki so namenjeni krmi za 
živali. 
V nekaterih drugih raziskavah so Zheng in sod. (2011) in Mikkelsen in sod. (2017) določili 
vsebnosti večje od 4 %, vendar so v teh primerih analizirali predvsem kultivarje, ki so bili 
predhodno že selekcionirani v smislu velike vsebnosti β-glukanov. Največjo vsebnost  
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4.4.2 Goli ječmen 
 
Slika 9: Vsebnost β-glukanov v vzorcih golega ječmena (zrna brez luske). 
Preostali vzorci ječmena, ki smo jih analizirali, so zajemali zrna brez luske (Slika 9). Na  
zgornjem grafu (Slika 9) variirajo vsebnosti β-glukanov med 3,72 in 9,0 % in so v povprečju 
večje kot pri ječmenu z luskami. Manjši delež razlike lahko pripišemo tudi masi lusk, ki ne 
vsebuje β-glukanov in so zato določeni deleži v teh kultivarjih manjši kot v golem ječmenu.  
Da bi preverili, kakšen je masni delež lusk, smo pri štirih kultivarjih z luskami (K12-K15) 
previdno odstranili zunanje luske in ugotovili, da le-te predstavljajo od 10,7 do 11,8 % 
celotne mase zrna. Če rezultate za ječmen z luskami normaliziramo na maso semena brez lusk 
lahko ocenimo, da imajo, z izjemo kultivarjev K11 in K5, vzorci golega ječmena podobne 
vsebnosti kot zrna semen z lusko. 
Sama luska sicer ne vsebuje β-glukanov, lahko pa v praksi moke iz zrn brez luske vsebujejo 
manj β-glukanov, saj se lahko med tehnološkim postopkom iz zrna odstrani še del alevronske 
plasti bogate z  β-glukani, čemur nato skupno z lusko rečemo otrobi, ki so odpad pri mletju 
žit. Uporabijo se lahko za krmo, kot prehranski dodatek (zaradi velike vsebnosti prehranskih 
vlaknin), kot gojitveno podlago itd.   
Vzorca K5 in K5 (pon.) predstavljata ponovljeno meritev s 50 µL (K5) in 30 µL raztopine v 
fazi po hidrolizi z Lichenazo, ko smo odpipetirali količine za hidrolizo z beta-glukozidazo. 
Ponovitev s 30 µL smo izvedli zato, ker je bila vrednost absorbance, zaradi velike vsebnosti 
β-glukanov, ravno na robu umeritvene krivulje. Ker se določeni vrednosti po obeh načinih ne 
razlikujeta, smo pokazali dobro ponovljivost same metode in tudi možnost takšne 
optimizacije izvedbe eksperimenta.  
Daleč največjo vrednost β-glukanov je pokazal vzorec z oznako K5 in imenom Kurashiki, 
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nobenih podatkov o omenjenem kultivarju v povezavi z vsebnostjo β-glukanov. Nedvomno pa 
je omenjeni kultivar smiselna izbira za nadaljnjo selekcijo, s ciljem iskanja kultivarjev z 
veliko vsebnostjo β-glukanov. 
4.4.3 Izdelki iz ječmena 
 
Slika 10: Vsebnost β-glukanov v nekaterih izdelkih in polizdelkih iz ječmena. 
Slika 10 prikazuje vsebnost β-glukanov v vzorcu kosmičev, treh vzorcih moke in enem 
vzorcu rezancev. V vzorcu kosmičev smo določili vsebnost β-glukanov 0,73 %. Veliko 
standardno deviacijo lahko pripišemo velikem deležu proste glukoze v vzorcu v primerjavi z 
β-glukani. Posledično je bila absorbanca kontrolnega vzorca relativno velika, kar je, zaradi 
načina izračuna (razlika absorbanc), prispevalo k omenjeni napaki. V vzorcu rezancev  smo 
določili 1,80 %, v moki vzorca K7 pa je bila vsebnost β-glukanov premajhna, da bi jih zaznali 
z uporabljeno metodo. Ker o omenjenih vzorcih nismo imeli dodatnih informacij, ne moremo 
sklepati, ali so vrednosti, ki smo jih določili ustrezne. V vzorcih moke Vale 1 in Vale 2 pa je 
vsebnost β-glukanov znašala 14,2 % oz. 14,7 %. Za Valechol moko je deklarirana vrednost β-
glukanov 15 %, torej so rezultati primerljivi z deklarirano vrednostjo. Vsaka od mok 
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5 SKLEPI 
Glede na dobljene rezultate lahko povzamemo, da smo v zrnih pšenice pričakovano izmerili 
nižjo vsebnost β-glukanov kot v zrnih ječmena, s čimer smo potrdili prvo zastavljeno 
hipotezo. Prav tako smo prišli do zaključka, da pšenica ne bi bila primerna za pripravo 
posebnih mok z visoko vsebnostjo β-glukanov. Kljub temu menimo, da bi bilo smiselno 
izvajati analize semen posameznih kultivarjev in s tarčnim sajenjem doseči višje vrednosti β-
glukanov v teh žitih ter s tem izboljšati prehransko vrednost pšenice. Vzorci ječmena so po 
večini prav tako dosegli pričakovano visoke vrednosti β-glukanov. Zato sklepamo, da so 
primerni za razne izolacije β-glukanov, kot tudi za pripravo mok z visoko vsebnostjo β-
glukanov, kar potrjuje tudi našo drugo hipotezo. Izmed vseh vzorcev, smo najvišjo vrednost 
β-glukanov izmerili v vzorcu K5 – kultivar Kurashiki 8.23 (9,0 %). Tak kultivar ima zaradi 
samih reoloških lastnosti vsebovanih β-glukanov lahko izjemno velik pomen v prehrani kot 
tudi v živilski industriji. 
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6 POVZETEK 
β-glukani so polimeri, ki se nahajajo predvsem v sub-alevronski plasti celične stene različnih 
žit. Ker je sprva selekcija žit temeljila zgolj na velikem hektarskem donosu in veliki vsebnosti 
škroba in proteinov, je rezultirala v naboru kultivarjev, ki imajo relativno majhno vsebnost β-
glukanov. Kultivarji z majhnim deležem β-glukanov so tudi bolj primerni za uporabo v 
pivovarstvo, kjer je ječmen ključna surovina (slad). Novejše raziskave pa kažejo na številne 
pozitivne učinke β-glukanov na zdravje (Lazaridou in Biliaderis, 2007). Na podlagi teh 
raziskav je EFSA odobrila prehransko trditev, da redno uživanje β-glukanov iz ječmena in 
ovsa v količini 3 g/dan, lahko zmanjša LDL holesterol in skupni holesterol v krvi (Harland, 
2014). To dejstvo je močno povečalo interes za nadaljnje analize in usmerjeno gojenje žit s 
potencialno visoko vsebnostjo β-glukanov, kot sta predvsem ječmen in oves (Zheng in sod., 
2011).  
Z našo raziskavo smo določali vsebnost β-glukanov v vzorcih različnih kultivarjev pšenice in 
ječmena, pri čemer smo analizirali semena pšenice z lusko, semena ječmena z in brez luske 
ter druge izdelke iz ječmena. Ugotovili smo, da je bila vsebnost β-glukanov v zrnih pšenice 
med 0,56 in 0,97 %, v zrnih ječmena z lusko med 1,6 in 5,2 % ter v zrnih ječmena brez luske 
med 3,7 in 9,0 %. Rezultati so potrdili skladnost s  pregledano literaturo. Tako smo potrdili 
hipotezo, da imajo zrna pšenice bistveno manjše vsebnosti β-glukanov kot zrna ječmena. 
Hkrati pa sklepamo, da bi lahko bila zrna ječmena z visoko vsebnostjo β-glukanov primerna 
za pripravo specialne moke, kar potrjuje tudi našo drugo hipotezo. Nadalje smo analizirali še 
druge izdelke iz ječmena (moka, kosmiči in rezanci), kjer smo v večini vzorcev prav tako 
izmerili vsebnost β-glukanov. 
Menimo, da so v nadaljevanju smiselne sprotne analize vseh kultivarjev (pšenice in ječmena) 
z namenom selektivnega gojenja kultivarjev z višjimi vsebnostmi β-glukanov, saj bi s tem 
izboljšali prehransko vrednost žita in iz njih pripravljenih živilskih izdelkov. 
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